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Resumé 
Inflammatory Bowel Disease (IBD) er en gruppe kroniske inflammatoriske tarmsygdomme. 
Caudal-related homeobox transcription factor 2 (CDX2) er en transkriptionsfaktor i 
tarmepitellet, som ses nedreguleret ved IBD. CDX2 er nødvendig for differentiering af 
tarmepitelcellerne. En variant af CDX2 er fundet udtrykt fra en alternativ promotor hos IBD 
patienter. Denne variant CDX2 formodes translationsinitieret ved CUG. CUG som start 
codon er normalt opreguleret under endoplasmatisk retikulum stress (ER stress). En 
antagelse for udviklingen af IBD er, at der som respons på ER stress sker nedregulering af 
translationsinitiering fra AUG, og opregulering af translationsinitiering fra CUG. I dette 
review undersøges om der er fundet sammenhæng mellem IBD og ER stress, samt om 
ER stress kan være årsag til translationsinitieringen fra CUG. Ved ER stress, aktiveres 
ufoldet protein respons (UPR), som bl.a. resulterer i fosforylering af eIF2α. Fosforylering af 
eIF2α nedregulerer translationsinitieringen fra AUG, og anses ikke for at have indflydelse 
på translationsinitiering fra CUG. Translationsinitiering fra CUG forekommer naturligt uden 
ER stress. Konklusionen i dette review er, at der ved IBD forekommer ER stress, hvilket 
medfører at proteiner translationsinitieres i højere grad fra non-AUG start codons.  
Abstract 
Inflammatory bowel disease (IBD) is a group of chronic inflammatory intestinal diseases. 
Caudal-related homeobox transcription factor 2 (CDX2) is a transcription factor in the 
intestinal epithelium, shown suppressed at IBD. CDX2 is necessary for differentiation of 
intestinal epithelium cells. A variant of CDX2 is found expressed from an alternative 
promotor in IBD patients. This variant is assumed translational initiated at CUG. CUG as 
start codon is normally enhanced for cells under endoplasmic reticulum stress (ER stress). 
An assumption for the progress of IBD, during ER stress is suppression of AUG as start 
codon, and enhanced use of CUG as a start codon. This review examines if there is found 
correlation between IBD and ER stress, and if ER stress can cause enhanced translation 
initiation from CUG. ER stress activates the unfolded protein response (UPR), which 
includes phosphorylation of eIF2α. Phosphorylation of eIF2α suppresses translation 
initiation from AUG, and is not seen to have influence on the use of CUG as start codon. 
Translation initiation from CUG occurs naturally and without ER stress. The conclusion of 
this review is, that by IBD is found evidence of ER stress, and a consequence of this is a 
more frequent translation initiation from non-AUG start codons.  
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Indledning 
Interessen for dette projekt er opstået på baggrund af forskningsresultater udført af 
forskere, på henholdsvis Roskilde og Københavns Universitet (Dahlgaard K. personlig 
kommunikation 2014, og Coskun et al. 2011). Coskun et al. (2011) har haft fokus på 
forandringer i genexpression hos patienter med Inflammatory Bowel Disease (IBD), og om 
disse forandringer kan klarlægge mekanismer, som holder vævet i et kronisk inflammeret 
stadie i mere eller mindre grad. Ét gen associeret til proteinet Meprin1a (MEP1A), ses 
nedreguleret hos IBD patienter. En transkiptionsfaktor for MEP1A, er Caudal-related 
homeobox transcription factor 2 (CDX2).  
Dahlgaard K. (personlig kommunikation 2014) har i et endnu ikke publiceret studie fundet 
en variant af CDX2 (vCDX2). Denne variant er fundet udtrykt fra en alternativ promotor på 
mRNA niveau, og er opreguleret hos patienter med IBD. CDX2 er fundet nedreguleret hos 
patienter med IBD. Dahlgaard K., har endvidere en hypotese om, at proteinet fra vCDX2 er 
translationsinitieret fra et hidtil ukendt exon, og fra et CUG start codon. Denne hypotese 
understøttes af, at CUG som start codon er mere anvendt end tidligere antaget. CUG som 
start codon antages at blive anvendt i 16 % af alle start codons i human embryonic kidney 
(HEK) celler. Det normale AUG start codon anvendes i 51 % af tilfældene. Og de 
resterende 33 % er hovedsageligt fra andre AUG varianter (Lee et al. 2012). 
Dahlgaard K. foreslår, at translationsinitiering fra CUG er initieret fra en mekanisme som 
ikke er styret ved fosforylering af eukaryot initierings faktor 2 (eIF2), og at frekvensen af 
initiering ved CUG translation er øget under endoplasmatisk retikulum stress (ER stress). 
En antagelse for udviklingen af IBD, kan være at der som respons på ER stress sker et 
skift i translationsinitiering, således at translation fra AUG nedreguleres, og translation fra 
CUG opreguleres.  
Formålet med dette review er at undersøge om respons på ER stress i de intestinale 
epitelceller hos IBD patienter, kan ændre reguleringen af epitelcellers proteinsyntese.  
Problemformulering 
Er det sandsynligt, at respons på ER stress i de intestinale epitelceller hos IBD patienter, 
kan øge frekvensen af translationsinitiering fra CUG.  
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Definitioner 
Endoplasmatisk Retikulum stress (ER stress): Forstyrrelser i ER homeostasen fører til 
øget mængde ufoldede eller misfoldede proteiner.  
Unfolded Protein Response (UPR): I forsøg på at genskabe ER homeostase, har 
eukaryote celler udviklet ufoldet protein respons. 
Internal Ribosome Entry Site (IRES): Nukleotidfrekvens der muliggør scanning uafhængig 
af 5’ cap.  
Afgrænsning 
Dette review vil ikke indeholde en uddybende beskrivelse af sygdomsforløbet ved 
inflammatorisk tarm sygdom (IBD). Behandlingsregimet af IBD patienter er helt udeladt. 
Gener associeret med IBD vil heller ikke blive uddybet. Der fokuseres på signaleringsveje 
til fosforylering af eukaryote initieringsfaktor 2 (eIF2) og betydningen af dette. Øvrige 
eukaryote initieringsfaktorer og evt. signaleringsveje for disse, vil ikke blive diskuteret. 
Cellestress kan være årsag til fosforylering af eIF2, og i dette review fokuseres på ER 
stress. Øvrige stressfaktorer i celler vil også blive berørt, specielt i forhold til mulig 
translationsinitiering fra non-AUG.  
CDX2 og dennes variant, er tænkt som eksempel på alternativ translationsinitiering, men 
funktionen af CDX2 bliver kun kort beskrevet. 
Metode 
Projektet er et litteraturstudie, som hovedsageligt er baseret på videnskabelige artikler 
med relevans for emnet. Der er foretaget litteratursøgninger i biologiske databaser, 
herunder PubMed, Science Direct, ISI Web of Knowledge. De relevante artikler vil blive 
diskuteret i dette review.   
  
5 
 
Teori 
Inflammatory Bowel Disease (IBD) 
Inflammatory Bowel Disease (IBD) er en gruppe af kroniske inflammatoriske 
tarmsygdomme, hvor sygdomme som Morbus Crohn (CD) og Colitis Ulcerosa (UC) hører 
under. Sygdommen er et stort sundhedsproblem, og har en konstant stigende incidens 
(Zhang et al. 2014). 
Colitis ulcerosa er en diffus, uspecifik inflammation i colonslimhinden, hvor vævet hæver 
op og sårdannelse kan forekomme. Inflammationen og sårdannelsen er lokaliseret i 
endetarmen (rektum) og nedre dele af tyktarmen (colon), men sygdommen kan angribe 
hele tyktarmen. Der opstår ca. 500 nye tilfælde om året i Danmark.  
Crohns sygdom er lokaliseret i den nedre del af tyndtarmen, men kan også findes i 
tyktarmen og andre dele af mave-tarmkanalen. I alt lever der ca. 15.000 med Crohn i 
Danmark, og der opstår ca. 600 nye tilfælde hvert år.  
Symptomerne ved begge sygdomme er blandt andet abdominalsmerter, feber, diaré 
(blodig ved UC) og vægttab.1 Der vil dog være perioder hvor sygdommene er i remission. 
Ætiologien for sygdommene er stadig ukendt, men det antages at genetiske komponenter, 
miljøfaktorer, mikrobiel tarmflora, og immunrespons alle er involveret i IBD.  
Af miljømæssige faktorer kan nævnes rygning, madvaner, antibiotika og psykologisk 
stress (Figur 1). Af disse nævnte faktorer er rygning den største risikofaktor (Zhang et al. 
2014). 
 
Figur 1 Årsager der kan lede til IBD
2
. 
                                            
1
 http://www.ccf.dk - sidst besøgt 21/5 - 2014 
2
 http://www.hvidovrehospital.dk/NR/rdonlyres/8CFB967F-778D-42B2-8B3F-7FE76E3CD071/0/IBD.ppt - 
sidst besøgt 21/5 - 2014 
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Tilbage i 2001 fandt man det første gen loci, der er sat i forbindelse med IBD, og nyere 
studier viser at antallet af IBD-relaterede gen loci nu er over 160. Dette giver en indikation 
af, hvor hurtigt forskningen omkring IBD udvikler sig. I 2001 blev NOD2 (nucleotide-binding 
oligomerization domaincontaining 2) opdaget. Det var det første følsomme gen der blev 
fundet i forbindelse med CD. NOD2 proteinet har betydning for immunsystemet, det 
genkender muramyl dipeptid (MDP). Det er repræsenteret i peptidoglykaner fra bakterier, 
og aktiverer Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells (NF-κB). NF-
κB er et protein kompleks der blandt andet kontrollerer transkriptionen. Det er til stede i 
stort set alle mammale celletyper, og er involveret i cellerespons ved eksempelvis stress. 
Desuden er NF-κB kronisk aktiv ved mange forskellige inflammatoriske sygdomme, 
herunder IBD (Zhang et al. 2014, Gilmore 2006). Dette understøtter teorien om at der er et 
link mellem cellestress og IBD.  
Tarmepiteles anatomi og patologiske forandringer ved IBD. 
Det intestinale epitelium er det mest selvfornyende væv hos voksne, og består af 4 typer 
fuldt differentierede celler, der alle har et højt sekretionsniveau (Figur 2): 1) Absorptive 
celler, der er ansvarlige for næringsstoffernes passage. 2) Entero-endokrine celler, der 
producerer hormoner. 3) Goblet celler, der producerer mucin. Mucuslaget forhindrer 
infiltrering fra bakterier, virus, svamp eller produkter fra disse, ind i mucosa. 4) Paneth 
celler, er placeret i bunden af de Lieberkühnske krypter. Paneth celler har en høj 
udskillelse af antibakterielle sekreter, og spiller en vigtig rolle i regulering af 
sammensætningen af tarmfloraen (Adolph et al. 2012).  
 
Figur 2. Celletyper i tyndtarmen. I bunden af de Lieberkünske crypter findes stam celler, der migrerer op ad 
villi. Disse nye celler erstatter celler på toppen af villi. Denne proces tager 3-4 dage. Der afstødes konstant 
celler ud i det intestinale lumenen.
3
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 www.sciencemag.org 
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En kronisk aktiv mucusa inflammation er kendetegnende ved forandret epitelcelle 
proliferation, øget apoptose og reduceret differentiering (Koch et al. 2012). I kronisk 
inflammeret tarmepitel kan de lieberkühnske krypter være stærkt degenereret, og 
morfologien illustreret på Figur 2 stort set ikke eksisterende (Figur 3).   
Cao (2013) indikerer i sin Ph.d. afhandling, at epitelceller i tarmvæggen er aktive deltagere 
i mucusa homeostasen, i stedet for at fungere som en inaktiv barriere. Epitelcellerne, 
herunder paneth og goblet celler er en vigtig del af den intestinale homeostase, som er en 
grænseflade mellem bakterier og immunsystem. Hvis de intestinale epitelceller ikke kan 
kontrollere inflammatorisk respons, er det en medvirkende årsag til udviklingen af IBD. 
 
 
 
 
 
Figur 3. Morfologiske forandringer i tarmepitelet hos en IBD patient. Billedet viser hematoxylin og eosin 
farvning af colon mucusa fra en IBD patient. Krypterne er ødelagt (stort set ikke eksisterende). Epitelet er 
beskadiget og meget leukocyt er infiltreret (Koch & Nusrat 2012). 
Translationsinitiering 
Translationen er den proces, hvor ribosomer og tRNA medierer syntese af proteiner. Ved 
translationen bliver mRNA afkodet af ribosomale komplekser, som producerer et specifikt 
peptid, der efterfølgende vil blive foldet til et aktivt protein. Translationen kan inddeles i tre 
faser: initiering, elongering og terminering (Figur 4). Ved translationsinitieringen skal det 
første aminoacyl-tRNA placeres i P stedet på ribosomet. I de fleste nydannede 
polypeptider er den første aminosyre methionin (met), translateret via et AUG codon. Det 
tRNA som fører methionin til initiering kaldes tRNAi
met . Nukleotid sekvensen fra 5´ 
Untranslated Region (UTR) nær AUG er afgørende for ribosomal binding (Griffiths et al. 
2012). 
mRNA bindes til ribosomet ved hjælp af et kompleks af flere proteiner. Disse proteiner 
kaldes eukaryote initierings faktorer (eIF). For eksempel bindes aminoacyl-tRNA til P 
stedet på ribosomet af eIF2, som også er bundet til GTP (eIF2-GTP-Met-tRNAi
met). På 
Figur 4 illustreres øvrige eIF, som er involveret i translationsinitieringen. Kortlægningen af 
initiationsfaktorer har øget forståelsen for translationsinitieringsprocessen. Hos eukaryote 
kræves mindst 17 initieringsfaktorer til proteinsyntese (Jackson et al. 2010).  
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Regulering af proteinsyntesen 
Eukaryote celler nedsætter deres globale protein syntese, som respons på forskellige 
situationer, herunder mangel på vækstfaktorer, virusinfektioner og heat shock. Denne 
proteinsyntese regulering menes at involvere specifikke protein kinasers fosforylering af 
eIF2. Under translationsinitiering binder komplekset eIF2-GTP-Met-tRNAi
met til 40S 
enheden af ribosomet, danner 43S komplekset og påbegynder scanning af mRNA. Efter 
AUG codon er genkendt, hydrolyseres GTP til GDP af eIF2, som får proteinet til at frigøre 
sig fra 43S enheden. Herefter tilslutter 60S enheden sig 40S enheden og begynder 
proteinsyntesen (Figur 4). Der er behov for eIF2B (guanin releasing protein) til at frigøre 
GDP fra eIF2α, da det binder meget stærkt. Den frigjorte eIF2α kan nu genbruges og 
binde sig til nyt GTP. Dette genbrug forhindres, når eIF2α er fosforyleret, idet forsforyleret 
eIF2α binder usædvanligt stærkt til eIF2B. Fosforyleringen af eIF2α kan have selektiv 
effekt, og endda øge translationen af specifikke mRNA (Alberts et al. 1994, Harding et al. 
2000).  
Figur 4: Translation af mRNA har 3 
step: A: Initiering, B: Elongering og C: 
Terminering. Hver proces kræver 
specifikke translationsfaktorer. A: 
initiering. 40S ribosomet binder til eIF1, 
eIF1A, eIF3 kompleks og eIF5 kobler 
initiator-methionin tRNA (Met-tRNAi) 
på ved P-stedet vha. eIF2-GTP. 
Derefter positioneres 43S komplekset 
på 5´CAP enden (rød cirkel) vha. 
eIF4E, eIF4G og eIF4A og polyA halen 
af mRNA genkendes af PABP (polyA-
binding protein). 5´ og 3´ mRNAerne 
danner et loop. MNK og eIF4G 
forsforylerer eiF4E. Scanning efter 
AUG start codon påbegyndes. 60S 
enhedens deltagelse, efter AUG 
genkendelse, udløser frigivelse af bl.a. 
eIF2, som så kan genbruges til ny 
initiering. B og C illustrerer elongering 
og terminering (Walsh & Mohr 2011). 
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Endoplasmatisk Retikulum (ER) 
Det endoplasmatiske retikulum er opdelt i to typer, ru endoplasmatiske retikulum (rER), og 
glat endoplasmatisk retikulum (sER). Både ru endoplasmatisk retikulum og glat 
endoplasmatisk retikulum består af kanaler og sække (cisterner) og cisterne hulrum, også 
kaldet lumen. Strukturforskellen på rER og sER er, at der på rER er ribosomer på 
overfladen (Figur 5) (Sano & Reed 2013). 
Det endoplasmatiske retikulum (ER) findes i cytoplasmaet, og er afgørende for en stor del 
af protein translokation og foldning af proteiner. På rER sker syntesen af proteiner, der 
skal placeres i cellemembranen, anvendes i lysosomer eller eksporteres ud af cellen. I rER 
bliver proteinerne glykolyseret, således at cellen ved, hvor proteinerne skal transporteres 
hen, når den endelige raffinering i først rER og senere Golgi-apparatet er afsluttet. 
Proteinerne bliver foldet i ER lumen, og efterfølgende sendt til Golgi-apparatet, der 
overfører proteinerne til vesikler. De færdige proteiner forlader Golgi-apparatet forsynet 
med forskellige overflademarkører, der angiver den enkelte vesikels destination (Figur 5). 
sER syntetiseres lipider, eksempelvis phospholipider og cholesterol, samt steroidhormoner 
der skal sendes ud af cellen. (Gao et al. 2014, Zhang & Kaufmann 2008) 
 
 
Figur 5. Figuren viser en oversigt over hvordan proteinerne bliver transporteret fra ER til Golgi-apparatet via 
vesiklerne, og videre ud af cellen. 
4
 
 
                                            
4
 http://bhavanajagat.com/tag/roger-penrose/ - Sidst besøgt 21/5 2014 
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Endoplasmatisk retikulum stress 
ER stress er defineret ved en forøgelse af fejl i foldningen af proteiner, så der fremkommer 
misfoldede eller ufoldede proteiner i ER lumen (Teske et al. 2011, Zhang & Kaufmann 
2008). Forskellige stimuli, som for eksempel virus infektioner, tab af calcium homeostase, 
tab af glucose eller ophobning af frit kolesterol kan forårsage ER stress (Bogaert et al. 
2011). Kaser et al. (2013) og Adolph et al. (2012) skriver, at ER stress kan forårsage 
intestinal inflammation.  
Tarmepitelet har et højere celledeling- og sekretionsniveau end de fleste øvrige celletyper. 
På grund af dette høje aktivitetsniveau er der risiko for, at der kan forekomme cellestress 
og at der kan ske fejl i proteinsyntesen. Da tarmepitelet har en høj sekretion af forskellige 
proteiner, er der en stor risiko for at der sker fejl i proteinfoldningen (Adolph et al. 2012). 
Unfolded Protein Response (UPR) 
De ufoldede/misfoldede proteiner i ER-lumen aktiverer intracellulære signaleringsveje, 
som har det formål, at løse defekten i proteinfoldingen. Disse signaleringsveje kaldes 
Unfolded Protein Response (UPR) (Cao 2013).  
UPR genetablerer normal cellefunktion ved at standse proteinsyntesen, øge niveauet af 
chaperoner og fjerne misfoldede proteiner. Hvis varigheden og intensiteten af ER stress er 
for stor til at UPR kan gendanne ER homeostasen, vil apoptose kaskaden blive aktiveret 
for at stimulere stressede celler til celledød (Bogaert et al. 2011, Zhang & Li 2014, Cao 
2013). Denne aktivering af pro-apoptotisk UPR er hovedsageligt medieret af blandt andet 
Inositol requiring enzyme l (IRE1) (Cao 2013).  
UPR er delt op i tre hoved signaleringsveje. IRE1, pancreatic ER kinase (PERK), og 
activating transcription factor 6 (ATF6) (Figur 6). Hver af de tre transmembrane proteiner 
har et ER-lumen domæne, der opfanger ufoldede proteiner, et transmembran domæne der 
er målrettet mod ER membranen og et cytosolisk domæne, der overfører signaler til 
transskriptions og translations mekanismerne. De opfører sig som ER sensorer, der alle 
opfanger, hvordan status er for proteinfoldningen på ER. Hvis der ikke er misfoldede 
proteiner, vil signaleringsvejene være i et inaktivt stadie sammen med ER chaperonen BiP 
(også benævnt som heat shock protein 5 (HSPA5), og glukose reguleret protein (grp78). 
Som chaperone vil immunglobulin heavy-chain-Binding Protein (BiP) opfange og binde sig 
til de misfoldede proteiner i ER lumen. Hermed aktiveres IRE1, PERK og ATF6, der 
reagerer samtidig på signalet, og hermed er UPR aktiv.  
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UPR har tre signaleringsveje til bekæmpelse af ER stress: 1) opregulering af chaperoner 
og foldningsenzymer, for lettere at opnå de misfoldede eller ufoldede proteiners korrekte 
form. 2) Inhibering af protein translation, for at reducere der bliver dannet flere ufoldede 
eller misfoldede proteiner. 3) Forstærke ødelæggelsen og fjernelsen af misfoldede 
proteiner fra ER. (benævnes ER-associated degradation/ERAD) (Zhang & Li 2014, Kaser 
& Blumberg 2009, Zhang & Kaufman 2008). 
 
 
Figur 6. Ufoldet Protein Respons (UPR). Tre transmembrane ER receptorer, IRE1, ATF6, og PERK, 
opfanger tilstedeværelse af ufoldede og misfoldede proteiner i ER (Cao 2013). 
 
IRE1 og ATF6 er involveret i aktivering af gen ekspression, mens PERK menes at være 
ansvarlig for den translationelle regulering i UPR. (Harding et al. 2000)  
IRE1 består af to proteiner, IRE1α der kommer til udtryk i alle eukaryotiske celler, og 
IRE1β, som kommer til udtryk i det intestinale epitel. Hvis IRE1 aktiveres af BiP, fungerer 
IRE1 som en endoribonuklease, der fjerner 26 bp fra usplejset X-box-binding protein 1 
(XBP1u) mRNA. Det resulterer i et frame-shift, og dannelsen af en splejset udgave, 
XBP1s. XBP1u er inaktiv med hensyn til transkription, og XBP1s er en aktiv 
transkriptionsfaktor, som fungerer som regulator af den selvjusterede respons til ER 
stress, ved at tilføre chaperoner. Celler der mangler XBP1 er følsomme overfor oxidativ 
stress og inflammation, hvilket vil føre til apoptose. (Zhang & Li 2014, Kaser & Blumberg 
2009, Kaser & Blumberg 2010, Cao 2013) 
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Ved ER stress autofosforyleres PERK, og det bevirker fosforylering af eIF2α. Når eIF2α 
inhiberes på grund af fosforylering, inhiberes eIF2β, og det vil standse den globale 
translations initiering. (Bogaert et al. 2011, Harding et al. 2000). 
ATF6 bliver ved ER stress aktiveret ved transport til golgi-apparatet, og bliver splittet af 
Site-1 og Site-2 proteaser, og resultatet bliver et fragment af ATF6 (ATF6f), der 
transporteres tilbage til nukleus, og er aktivt i forbindelse med UPR processen (Zhang & Li 
2014, Kaser & Blumberg 2009). 
Fra ER stress til inflammation (IBD) 
Kaser & Blumberg (2010) anser udløst ER stress, på grund af dysfunktion af XBP1, som 
en primær årsag til intestinal inflammation hos IBD patienter. At der eksisterer en 
sammenhæng mellem ER stress og intestinal inflammation er vist af Kaser et al. (2008). 
De inducerede ER stress ved at fjerne genet, som koder for XBP1 hos mus. De fjernede 
genet hos musene ved hjælp af Cre-Lox rekombination. En metode, hvor F1 generationen 
af mus, har celler med aktiv Cre rekombinase, som gør at den oprindelige genfunktion er 
afbrudt og der transkripteres fra et reporter gen i stedet.  
Deres resultater viste, at fravær af XBP1 i det intestinale epitel hos mus, førte til udvikling 
af inflammation og samme histologiske kendetegn, som der er set ved human IBD: fravær 
af krypter, leukocyt infiltration og vævsskade. Selv fravær af ét XBP1 allel, var nok til at 
inducere inflammation hos musene. Paneth cellerne hos mus, som manglede begge XBP1 
alleler, udviste apoptotisk celledød. Mus med kun ét allel udviste også dysfunktion af 
paneth cellerne. Hos musene, som manglende XBP1, observerede de også en reduktion 
på ca. 30 % i antallet af goblet celler i tyndtarm, men ikke i colon (Kaser et al. 2008, Kaser 
& Blumberg 2010). Det er tankevækkende, at tab af UPR signaleringsvejen ved IRE1, kan 
inducere inflammation hos mus. 
 
Bogaert et al. (2011) 
I et forsøg på at påvise om epitelceller er under ER stress ved IBD, undersøger Bogaert et 
al. (2011) niveauet af forskellige UPR relaterede proteiner. Disse proteiner er blandt andet 
IL8, som opreguleres ved ER stress. HSPA5 (også benævnt som BiP, og glukose 
reguleret protein (grp78)), der er en central mediator under ER, da den udtrykkes ved 
UPR. Og PDIA4 som er et udtryk for ATF6 signaleringsvejen, der er indikator for ER 
stress. Der testes både raske forsøgspersoner, patienter med CD og patienter med UC. 
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Da de måler langt højere værdier af alle tre ovennævnte markører, konkluderer Bogaert et 
al. (2011) at epitelcellerne er udsat for ER stress, og at UPR derved er aktiveret. 
Bogaert et al. (2011) måler både på celler fra tyktarmen og tyndtarmen og sammenligner 
disse data. Her ses at der generelt er højere udskillelse af de undersøgte proteiner i 
tyktarmen (Colon på Figur 7). Desuden sammenlignes en kontrol gruppe på 23 raske 
personer (HC) med henholdsvis 15 patienter med UC og 54 patienter med CD (Figur 7). I 
tyktarmen ses langt større mængde protein ved både UC og CD end for den raske kontrol 
gruppe. I tyndtarmen er forskellen ikke markant. Der er desuden kun en begrænset forskel 
på de to sygdomstyper for både HSPA5 (A) og PDIA4 (B). 
 
Figur 7 Præsenterer den relative mængde af proteinet HSPA5 (A) og PDIA4 (B) for raske personer (HC), 
Patienter med colitis ulcerosa (UC) og patienter med Crohns sygdom (CD). Målinger er foretaget i 
henholdsvis tyktarmen (Colon) og tyndtarmen (Ileum) (Bogaert et al. 2011). 
 
Det tyder på at cellerne i tyndtarmen er mindre stressede end cellerne i tyktarmen. 
Bogaert et al. (2011) konkluderer at det skyldes en højere HSPA5 aktivitet ved 
epitelmundingerne i tyktarmen, og at det skyldes en større mængde stressede Paneth 
celler i det område. 
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Sammenhænge mellem stress og hvilket start codon der foretrækkes 
I dette afsnit vil translationsinitiering fra non-AUG blive illustreret. Forhold der viser 
sammenhænge mellem forskellige start codon og stress vil også blive illustreret. Der 
synes at være en opregulering af translationsinitiering fra CUG relativt til AUG start codon 
ved celler, som er udsat for visse former for stress. 
Lee et al. (2012)  
Ifølge Kozak er translations initierings stedet ikke udelukkende bestemt af et codon, men i 
højere grad bestemt af en længere sekvens i et givent område, Kozak sekvens. Et sådant 
domæne kan eksempelvis være AXXAUGG, hvor de understregede A og G hjælper til 
bindingseffektiviteten af AUG som start codon. Lee et al. (2012) viser, at kun omtrent 
halvdelen af proteinerne for Human Embryonic Kidney (HEK) 293 celler, startes ved et 
AUG codon. Dette er færre end tidligere antaget. Af andre start codon end AUG er AUG-
varianter de klart mest udbredte. AUG-varianter er nukleotid tripletter, som kun afviger fra 
AUG med en enkelt nukleotid. Den mest hyppige AUG-variant anvendt som start codon er 
CUG (Lee et al. 2012). 
Lee et al. (2012) identificerer i deres undersøgelse 16.863 translations initierings 
placeringer, TIS. Det viser sig dog kun at være cirka halvdelen af disse (51 %) der er AUG 
start codon. Af andre start codon er CUG det mest fundne med 16 %. Dette viser at 
omkring 90 % af alle anvendte start codon for denne type celler er enten AUG eller afledt 
af denne ved kun én ændring i rækken af nukleotider. Det kan til sammenligning nævnes 
at AUG codon og AUG-varianterne kun udgør lidt over 15 % af den samlede mængde 
tripletter i hele transskriptions området (Figur 8). 
Desuden finder Lee et al. (2012), at omtrent halvdelen af de analyserede mRNAs 
indeholder mere end én type start codon. Af de start codon, der anvendes efter 
proteinernes annoterede start codon (codon som i given database er markeret som start 
codon og er det typisk brugte start codon for proteinet), udgør AUG codonet igen omtrent 
halvdelen. Dog noteres ikke-AUG-varianter for 27 % af de anvendte nedstrøms alternative 
start codon, hvor de kun repræsenterede 9 % af de annoterede start codon. 
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Figur 8 Fordelingen af Translationsinitieringssteder (TIS), i dette tilfælde start codon, som procent. Samt 
sammenligning med den overordnede procentmæssige fordeling af codon (Lee et al. 2012). 
 
Lee et al. (2012) præsenterer også et studie af opstrøms start codon, hvilket er et start 
codon placeret opstrøms af det annoterede start codon. Her ses dog en noget mindre 
procentdel AUG start codon (25,6 %), mens procentdelen af opstrøms CUG start codon 
ligger på omkring 30 % af den totale mængde opstrøms start codon. Opstrøms fra de 
annoterede start codon er det igen AUG, og varianter af denne, der dominerer listen af 
anvendte codon, hvor de samlet noteres for mere end 96 % af alle opstrøms start codon. 
 
Schwab et al. (2004) 
Schwab et al. (2004) undersøger en CUG initieret proteinsyntese, og reguleringen af 
denne i forhold til andre start codon, under blandt andet stress. De efterfølgende forsøg 
bruges som grundlag for at konkludere, at visse ribosomer scanner udelukkende for CUG 
start codon (Schwab et al. 2004). Samt at CUG opreguleres i forhold til AUG under stress. 
For at undersøge om initiering af et protein kan ændres fra et CUG start codon til AUG 
start codon, placeredes tre AUG codon opstrøms og uden for læserammen af det 
oprindelige CUG codon ATG…ATG..ATG.CTG ((ATG)3CTG). Som kontrol brugte de både 
ATG…ATG..ATG.ATG  ((ATG)3ATG), CAG…CAG..CAG.ATG ((CAG)3ATG) og 
CAG…CAG..CAG.CTG ((CAG)3CTG). Grunden til at der anvendes CAG er, fordi denne 
ikke har mulighed for at agere start codon.  
For cellerne med (ATG)3ATG blev der observeret en langt mindre mængde M-YL8 protein 
end for (CAG)3ATG, dette dog ikke er undrende, da de tre indsatte AUG codon hver koder 
for en ny læseramme. Men for (ATG)3CTG var der ingen synlig forskel, sammenlignet med 
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(CAG)3CTG. Ved efterfølgende at teste forholdet mellem (CTG)3CTG og (CAG)3CTG blev 
der observeret formindsket protein produktion. Altså er der ingen begrænsning af protein 
produktionen når AUG placeres opstrøms, og uden for læserammen i forhold til CUG, 
hvilket svarer til indsættelse af CAG. Desuden ses en mindre mængde protein ved 
indsættelse af CUG foran CUG. Derfor konkluderer Schwab et al. (2004) at der er 
ribosomer som scanner RNA udelukkende for CUG start codon. 
Udover at undersøge om ribosomer scanner specifikt for CUG, tester Schwab et al. (2004) 
om Kozak-lignende sekvenser også har betydning for CUG, som det har for AUG start 
codon. Desuden dannes en forståelse af hvilken konsensus sekvens, der er optimal for 
CUG. To dage efter at have indsat cDNA med henholdsvis den ”gode” og den ”ringe” 
konsensus sekvens, undersøges protein produktionen initieret ved det pågældende CUG 
codon. Som det ses på Figur 9 var den ”gode” konsensus sekvens med et T på positionen 
-6 i forhold til CUG og A ved -3 (TXXAXXCUG) mens den ”ringe” konsensus sekvens var 
med et G ved -6 og T ved -3 (GXXTXXCUG). Den ”gode” konsensus sekvens ledte til 
overlegen protein produktion, i forhold til den ”ringe” konsensus sekvens. Dog havde 
begge konstrukter en protein produktion initieret fra deres respektive CUG codon. 
 
Figur 9 Sammenligning af Kozak-lignende sekvenser for CUG initieret YL8. Her ses en tydeligt højere 
produktion ved den ”gode” konsensus sekvens mod den ”ringe” konsensus sekvens. Da -5, -4, -2 og -1 
positionerne er ens kan man konkludere at det er tilstedeværelsen af T ved position -6 og A ved position -3 
der afgør at der er tale om en ”god” konsensus sekvens (Schwab et al. 2004).   
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Ved at indføre NaAs (Natrium-Arsenit) i T-cellerne fosforyleres eIF2α, hvilket nedregulerer 
protein produktionen i cellerne. Dette gøres for at efterligne celler under stress, og da 
Schwab et al. (2004) forventer at aminosyremangel eller viral infektion vil påvirke 
resultaterne for meget, er deres vurdering, at NaAs er den mest optimale behandling for at 
teste protein produktionen under stress. Den alt for voldsomme påvirkning fra eksempelvis 
mangel på ilt eller aminosyre. Dog ses lignende stressmønstre velfungerende i andre 
kilder. 
Yderligere inficerer de cellerne med plasmider for både CTG-YL8 og ATG-YL8. Først 12 
timer efter indsættelse af plasmiderne, påvirkes cellerne med NaAs. På baggrund af 
resultaterne fra denne undersøgelse, ses at en CUG-initieret proteinsyntese, i 
modsætningen til AUG-initieret proteinsyntese, er opreguleret ved fosforyleret eIF2α. Den 
AUG initierede proteinsyntese var kraftigt nedreguleret af denne behandling. Dette betyder 
at stressede celler i højere grad udtrykker proteinsyntese, der er translationsinitieret ved 
CUG end ustressede celler (Figur 10) (Schwab et al. 2004). 
 
Figur 10 Her ses protein respons fra celler behandlet med henholdsvis: NaAs(Natrium-Asenit) og Brefeldin 
A. Ubehandlede celler er inkluderet, samt de tilhørende vectorer. Øverst ses responsen for celler med AUG 
start codon og nederst cellerne med CUG start codon for proteinet YL 8. Brefeldin A er inkluderet da denne 
stopper produktion af RNA (Schwab et al. 2004). 
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Meiron et al. (2001) 
Meiron et al. (2001) ønskede at studere mulige alternative CUG start codon lokaliseret i 
5’UTR for proteinet Vascular endothelial growth factor (VEGF), som initieres ved et AUG 
start codon. For at undersøge muligheden for dannelse af proteiner ud fra disse opstrøms 
CUG codon, klones 5’UTR til genet for markøren GST, som også traditionelt er initieret af 
et AUG start codon (Figur 11). Da CUG1 er i samme læseramme som AUG start codonet, 
og da størrelsen af GST er velkendt, er det nemt at identificere CUG1-GST produktet. 
Under tilfredsstillende celleforhold, udtrykkes både GST, CUG1-GST og andre proteiner 
med størrelse imellem disse (Figur 12). Dette viser at CUG også kan anvendes som start 
codon. 
 
 
Figur 11: Her ses det indsatte i 5'UTR fra VEGF sammen med GST. De fire alternative CUG start codon er 
angivet på figuren sammen med GST’s AUG start codon (Meiron et al. 2001). 
 
Meiron et al. (2001) udsætter celler for stress ved iltmangel, hvilket resulterer i en 
nedregulering af GST, startet ved det oprindelige AUG, når der ikke er tilført 5’UTR (pGST 
i Figur 11). De ser dog ingen nedregulering af GST fra AUG codonet ved lignende forsøg 
med 5’UTR-GST (p5’UTR-GST på Figur 11). Dette skyldes formentlig IRES elementerne 
fra VEGF, der øger ekspressionen af proteinet under stress. Man observerer heller ingen 
nedregulering af isoformerne med højere molekylærmasse. Det tyder altså på, at hverken 
CUG start codonet, eller AUG start codonet, er reguleret af stress ved tilstedeværelsen af 
IRES elementerne (Figur 12). 
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Figur 12 Western blot med produkter produceret under henholdsvis normalt ilt niveau og iltmangel. Her ses 
en tydelig nedregulering af GST under iltmangel når tilstedeværelsen 5’UTR er manglende. Desuden en 
mindre opregulering af produkter fra 5’UTR-GST under iltmangel (Meiron et al. 2001). 
Meiron et al. (2001) tester desuden for konsekvenserne ved udskiftning af CUG1 med et 
AUG på samme position, og observerer ingen ændringer. Dette betyder, at det for CUG1-
GST varianten ingen betydning har om det er AUG eller CUG initieret (Figur 13b). Ved 
mutation af CUG1 til AGG (mCUG1) ses derimod intet produkt i området for CUG1-GST, 
hvilket beviser at AGG ikke kan anvendes som start codon (Figur 13c). Og det beviser 
desuden at båndet på western blottet, hvor man regnede med at se CUG1-GST, også 
viser CUG1-GST. Når CUG2 muteres til CAG (mCUG2), ses overraskende at både 
produktet for CUG1-GST og CUG2-GST forsvinder (Figur 13c). Dette antyder, at denne 
CUG til CAG mutation ændrer strukturen af mRNA, hvilket forhindrer initiering fra CUG1. 
Ved mutation af AUG start codonet til AAG (mAUG), ses udeblivelse af GST produktet, 
men ikke udeblivelse af de andre produkter (Figur 13c) (Meiron et al. 2001). 
 
Figur 13: B viser GST proteinet og produktet af GST med VEGF’s 5’UTR samt et produkt hvor CUG1 er 
muteret til AUG. C viser kontrol produktet (5’UTR-GST), CUG1 muteret til AGG (mCUG1), CUG2 muteret til 
CAG (mCUG2), CUG4 muteret til CAG (mCUG4) og det oprindelige AUG for GST muteret til AAG (mAUG). 
B De resulterende produkter viser at translationsinitieringen for CUG1-positionen sker uafhængigt om det er 
CUG eller AUG. C De resulterende produkter viser at AGG ved CUG1-positionen forhindrer 
translationsinitiering fra dette sted. En mutering af CUG2 viser fjernelse af produktet initieret fra CUG1 og 
CUG2. Desuden ses der intet GST produkt, når AUG muteres. 
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Starck et al. (2012) 
Det er essentielt for organismen at kunne opretholde vigtige cellulære funktioner, også 
under stress. Infektioner er en kilde til stress af celler. Ved infektioner er det vigtigt, at 
syntese af nye antigene polypeptider bliver udtrykt på T-celler ved MHC klasse 1, så det 
adaptive immunforsvar kan udøve sin funktion. En metode cellen anvender for fortsat at 
sikre proteinsyntese under stress, er ved at benytte en alternativ reguleringsmekanisme af 
translationsinitieringen. F.eks. kan antigen præsenterende celler (APC) fra mus anvende 
en anden mekanisme end AUG initieret proteinsyntese. CUG som start codon er en del af 
alternativ translations initiering, men nogle proteiner er bare CUG initieret uden cellen er 
stresspåvirket (Starck et al. 2012). 
 
Initieringsmekanismen bag CUG og AUG er ikke den samme. For at kunne bestemme den 
molekylære mekanisme bag CUG/Leu-tRNA initiering, screenede Starck et al. (2012) 
effekten af forskellige komponenter beskrevet som inhibitorer af proteinsyntesen. Stoffet 
NSC119893 hæmmer Met-tRNA associeringen med eIF2α og proteinsyntesen var 
nedreguleret ved AUG/Met-tRNA translationsinitiering, hvorimod proteinsyntesen ved 
CUG/Leu-tRNA translationsinitiering var resistent overfor behandling med NSC119893. 
Molekylet acriflavin inhiberede CUG translationsinitiering mere end AUG 
translationsinitiering (Figur 14).  
 
 
Figur 14 CUG/leucin initiering påvirkes forskelligt af proteinsyntese inhibitorer. (A) Toeprint analyse af AUG-
YL8 og CUG-YL8 mRNAs, som koder for et YL protein translaitonsinitieret af henholdsvis AUG og CUG som 
start codon. Kanin reticulocytterne er påvirket af NSC119893 eller acriflavine i forskellige koncentrationer. 
Data er præsenteret som procentvis andel af ubehandlede prøver (Stark et al. 2012). 
 
Typen af tRNA tilstede i AUG og CUG translationsinitieringskomplekset kan for begge 
være met-tRNAi
met. Starck et al. (2012) fandt, at translationsinitieringskomplekser 
indeholdende leucinbundet t-RNA (leu-tRNA) elongerer fra CUG start codons. Ved 
proteinsyntese ud fra AUG initiering, anvendes methionin tRNA (met-tRNAi
met). CUG/Leu-
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tRNA initiering kræver tilstedeværelse af eIF2α, men er uafhængig af om eIF2α er 
fosforyleret (Starck et al. 2012). 
 
Starck et al. (2012) opsatte et forsøg, for at forstå mekanismen bag translationsinitiering 
med CUG som start codon. De udviklede en teknik, hvor ribosomale initieringskomplekser 
blev stoppet ved start codon genkendelse, enten AUG eller CUG, med det formål, at 
bestemme, hvilket initiations tRNA der var indeholdt i initieringskompleks. Som forventet, 
detekterede de Met-tRNAi
met  ved både CUG og AUG, mens andelen af leu-tRNA var 
større i CUG initieringskomplekser.  
 
Hvordan leu-tRNA leveres uafhængigt af met-tRNA1
met-eIF2α til p-stedet på ribosomet er 
endnu uklart. Starck et al. (2012) fandt ved knock down af eIF2α, via small interfering RNA 
(siRNA), i H2-Kb celler (APCs), at der ved leu/CUG translationsinitiering, skulle anvendes 
flere APCs for at opnå samme T-cellerespons som ved tilstedeværelsen af eIF2α. Hvilket 
indikerer, at CUG translationsinitiering er afhængig af eIF2α tilstedeværelse.  
 
Starck et al. (2012) viste, at leu-tRNA kan translationsinitiere (Figur 15) med CUG som 
start codon, uafhængig af eIF2α fosforylering samt Met-tRNAi
met . Syntesen af leucin-
initierede proteiner er øget under forhold, som forårsager fosforylering af eIF2α (Dever 
2012). 
 
Figur 15. Start af proteinsyntese. Den mest anvendte vej til translationsinitiering (A), eIF2 bringer met-
tRNAi
met 
til ribosomet. Proteinsyntese begynder ved AUG som start codon. Ved elongeringen bringer eIF1A 
leu-tRNA for at afkode CUG codons. Stark et al. (2012) viste (B), at leu-tRNA også kan translationsinitiere 
med CUG som start codon (Dever 2012). 
 
Vagner et al. (1996) 
Endnu et eksempel på, at stressede celler er mere tilbøjelige til at initiere proteinsyntese 
med CUG som start codon, kommer fra Vagner et al. (1996). De viste, at CUG-
translationsinitierede Fibroblast Growth Faktor 2 (FGF2) proteiner var mere udtrykt i celler 
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udsat for heat shock. FGF2 er et cytokin involveret i kontrol af cellens proliferation og 
differentiering.  
Vagner et al. (1996) dannede 4 isoformer af FGF2 ud fra proteinsyntese initieret fra tre 
CUG og et AUG start codon. De 3 CUG initierede former var mest repræsenteret i cellens 
kerne, hvorimod den AUG initierede form findes mest i cellens cytoplasma. De mener, at 
alternativ translationsinitiering har en afgørende betydning for, hvor i cellen FGF2 findes 
og udøver sin funktion. De konkluderede ud fra deres kilder: Mignatti et al. (1991) og 
Bikfalvi et al. (1995), at AUG translationsinitierede FGF2 isoform, er i stand til at stimulere 
celle migration og nedregulering af egen receptor. Dette er ikke vist for CUG isoformerne. 
 
Vagner et al. (1996) inducerede stress i hud fibroblaster ved heat shock behandling. De 
analyserede det endogene indhold af FGF2 i cellerne ved Western immuno blot og RT 
PCR. Resultaterne viste, at heat shock inducerede dannelsen af CUG initierede isoformer 
af FGF2 (Figur 16). Proteindannelsen af isoformerne, translationsinitieret fra CUG som 
start codon, tiltog over tid, mens koncentrationen af FGF2 mRNA ikke ændrede sig. Dette 
indikerer, at der ikke transkripteres ny mRNA, men at det er translationen af den 
eksisterende pool af mRNA der reguleres. Samme mønster gentog sig, da de udsatte 
cellerne for oxidativ stress (ved brug af stoffet xanthine oxidase). 
Ved Western blot analyse (Figur 16) ses, at jo længere tid en celle er under stress, des 
mere udtalt bliver dannelsen af proteinformer translationsinitieret fra CUG. Mens andelen 
af translationsinitieret protein fra AUG vurderes konstant over tid. 
 
 
Figur 16. Western blot analyse af FGF-2 isoformer fra  hud-fibroblaster udsat for heatshock. (A) Heat shock, 
45°C, til forskellige tider (0 - 60 min). SK-HEP-1 celle ekstrakt blev brugt som kontrol på migreringen af FGF-
2. (B) andelen af FGF-2 mRNA tilstede i hvert celle ekstrakt anvendt i A blev kvantiteret ved RT-PCR. 
Vagner et al. (1996) 
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Németh et al. (2007) 
Alternativ translationsinitiering ved CUG med Leucin (leu), frem for Methionin (met), kan 
være en måde at regulere protein ekspression. Mesotrypsinogen og trypsinogen 4 
transkripteres fra genet protease serine 3 (PRSS3). Mesotrypsinogen er kendt, som en 
pancreas protease, hvorimod funktionen af trypsinogen 4 er ukendt. Trypsinogen 4 mRNA 
sekvensen indeholder to translationsinitieringssteder: et AUG sted, som koder for isoform 
A og et CUG sted, som koder for isoform B. Németh et al. (2007) fandt, ved sekventering 
af trypsinogen 4 fra humane hjernevævsprøver (få timer efter post mortem), kun 
udtrykkelse af isoform B, som var translationsinitieret fra leu-CUG. At de ikke detekterede 
isoformen A, kan skyldes degenerering af RNA efter post mortem. Det er sandsynligt, at 
aktiveringen af trypsinogen 4 kun sker under patologiske tilstande, hvor cellerne 
beskadiges.  
Hvilken sekvenskontekst CUG codonet skal være i for, at opnå den optimale genkendelse, 
er endnu ikke afdækket. Kozak konteksten omkring PRSS3 Isoform B CUG initierings 
codon (GCGGGCcugG) ligner den optimale kontekst for et AUG codon (GCCRCCaugG). 
Németh et al. (2007) fandt ved sekventering en GC rig region før CUG, der havde en 
længde af ca. 30 nukleotider. Dette kan have betydning for den optimale genkendelse af 
startcodon.  
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CDX2 
Interessen omkring CDX2 er baggrunden for, at dette review er kommet i stand. Derfor 
beskrives denne transkriptionsfaktor i dette afsnit. Varianten af CDX2 er som tidligere 
nævnt et hypotetisk eksempel på, at der kan translationsinitieres fra et andet start codon 
end AUG.  
CDX2 er et homeobox gen, hvilket er en gruppe gener som koder for dannelsen af 
proteiner. De er karakteriseret ved at have et DNA bindende domæne. Det vil sige, at 
proteinet kan påvirke reguleringen og transkriptionsinitieringen af et gen, ved at binde sig 
til en sekvens på genet. Herefter interagere med RNA polymerase, og/eller andre 
transkriptionsfaktorer. Homeobox gener er fundet i gener som koder for udvikling af 
organismens anatomi (Lehninger & Nelson 2013). 
Homeobox genet, Caudal, blev oprindeligt fundet i Drosophila, men er efterfølgende påvist 
i flere organismer, hvor de har afgørende betydning for udvikling og opretholdelse af 
tarmens epitelcellelag (homeostase). Der skal være konstant balance mellem tarmcellers 
fornyelse og destruktion, ellers bringes epitellagets beskyttende barrierefunktion i fare. En 
intakt barrierefunktion, er nødvendig for at beskytte imod bakteriel translokation, toxiske 
antigener og for immunsystemets homeostase (Coskun et al. 2011). CDX2 er en aktivator 
for visse gener, som er karakteristisk for tarmcellernes funktion. Det er interessant, at 
CDX2 regulerer flere af de gener som mistænkes at have relation til IBD – herunder 
Hepatocyte nuclear factor 4 alfa (HNF4-alfa), Mephrin 1A (MEP1A), Peptide transporter 
(PEPT1), Claudin-2 (CLDN2) and Mucin (MUC2) (Coscun et al. 2012). 
CDX2 spiller en væsentlig rolle i differentiering af det intestinale epitelium. Hvis CDX2 er 
nedreguleret modnes tarmepitelet ikke tilstrækkeligt, og det giver hurtigt patogene 
tilstande. Der er endvidere øget evidens for sammenhæng mellem udtrykt CDX2 og 
intestinal inflammation (Figur 17) (Coskun et al. 2012). 
CDX2 regulerer genet Mephrin 1A. I et forsøg udført af Coskun et al. (2012), er det tydeligt 
CDX2 er nedreguleret i inflammatorisk væv, og dermed også Mephrin 1A. Formålet med 
forsøget er at vise korrelation mellem TNF-α udtrykkelsen, og udtrykkelsen af CDX2 og 
Mephrin 1A i inflammeret væv. Coskun et al. (2012) udførte qRT-PCR på mRNA fra 
endoskopi biopsier fra UC patienter og raske personer, som viste at CDX2 og MEP1A er 
signifikant reduceret i colonocytter ved aktiv UC (Figur 17). Immunhistokemisk farvning af 
biopsier fra raks person, UC inaktiv patient og UC aktiv patient, viste mindre CDX2 hos 
den UC aktive patient (Figur 17). 
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Alternativ promotor 
 
Figur 17 CDX2 og MEP1A expression er reduceret i colonocytter ved aktiv UC. THF-alfa er opreguleret hos 
patienter med aktiv UC. Relative mRNA niveauer af CDX2 (A) MEP1A (B) og THF-alfa (C). mRNA niveauer 
er relateret til CK20 mRNA (CK20 er et gen, som udtrykkes ens hos både raske personer og IBD patienter). 
(D) Western blot analyse, hvor der blev anvendt specifikke antistoffer rettet mod CDX2 og GAPDH (gen, som 
altid udtrykker det samme, dvs. ikke mange reguleringsmekanismer). Der udtrykkes mindre CDX2 hos 
patienter med aktiv UC. (E) Immunohistokemisk farvning af biopsi fra raks person, UC inaktiv person og UC 
aktiv person. CDX2 og CK20 protein farves vha. antistoffer (Coskun et al. 2012). 
Variant CDX2 (vCDX2) 
I et endnu ikke publiceret studie, udført af forskere på Roskilde universitet (Dahlgaard K. 
2014) fandt man hos IBD patienter en hidtil ukendt isoform af CDX2.  
CDX2 genet har 3 exons og danner et færdigt protein på 313 aminosyre (Witek et al. 
2010). Dahlgaard K. har i et endnu ikke publiceret studie vist, at der transkripteres mRNA 
fra en alternativ promotorregion i genets første intron (Figur 18).  
 
              
Figur 18 Viser CDX2 gen med angivelse af, hvor den mulige, alternative promotor for vCDX2 befinder sig. 
(modificeret fra Witek et al. 2010). 
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Denne alternative promotor region indikerer CDX2 isoformer, og navngives variant CDX2 
(vCDX2). Proteinet for vCDX2 er endnu ikke detekteret, men på mRNA niveau er vCDX2 
opreguleret hos IBD patienter med aktiv inflammation. I inflammeret væv er der 9 gange 
så meget vCDX2, og CDX2 er nedreguleret med 50 % i forhold til rask væv (Dahlgaard K. 
2014).  
En hypotese er, at vCDX2 konkurrerer med CDX2 om promoter aktivitet. Når proteinet 
vCDX2 dannes, så er CDX2 nedreguleret, hvilket fastholder de intestinale epitelceller i et 
inflammatorisk og mindre differentieret stadie (Figur 19). Det formodes endvidere, at 
vCDX2 er kompetitor og inhibitor (negativ dominant) overfor CDX2 (Dahlgaard K. 2014).  
 
Figur 19 Model over vCDX2 rolle i inflammeret væv (endnu ikke publiceret af Dahlgaard K. 2014) 
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Diskussion 
IBD blev opdaget for mange år siden, men ætiologien bag IBD er stadig uklar. 
Miljøpåvirkning menes at have stor indflydelse på udviklingen af IBD, og der er op til 163 
forskellige gen loci, der nu er forbundet til ætiologien af IBD. Dette indikerer hvor 
komplekst det er at finde årsagen til IBD, og ikke mindst behandlingen af sygdommen. 
Nogle studier forbinder ER stress og UPR signaleringsveje med patogenesen af IBD. 
(Bogaert et al. 2011, Kaser et al. 2008). Fravær af gener som regulerer ER homeostase 
og UPR, herunder XBP1, er af Kaser et al. (2008) fundet relateret til IBD. F.eks. medfører 
fravær af XBP1 genet apoptose af paneth celler, og øget inflammation i tarmepitelet hos 
mus. Dette er ikke eftervist i humant tarmepitel, men Bogaert et al. (2011) fandt i 
tarmepitelceller hos IBD patienter, at der er markant opregulering af proteiner som er 
udtrykt ved ER stress (f.eks. BiP). Ud fra studierne Bogaert et al. (2011) og Kaser et al. 
(2008), bekræftes sandsynligheden for, at der er sammenhæng mellem ER stress og IBD. 
Ved ER stress, aktiveres UPR og eIF2α fosforyleres. Dette bevirker nedregulering af 
translationsinitiering fra AUG start codon. Frekvensen af translationsinitiering fra CUG 
øges under ER stress. (Schwab et al. 2004, Starck et al. 2012, Vagner et al. 1996). CUG 
initiering kræver tilstedeværelsen af eIF2α, men det er uden betydning om eIF2α er 
fosforyleret eller ej (Starck et al. 2012).  
Ifølge Lee et al. (2012), er det ikke unormalt at translationsinitieringsstedet for ikke 
stressede celler, er et non-AUG codon. De konkluderer, at AUG kun anvendes som start 
codon i 51 % af tilfældene for HEK celler. Det mest anvendte non-AUG start codon er 
CUG, som de fandt anvendt i 16 % af tilfældene. Bemærkelsesværdigt er det i øvrigt, at 
yderligere 24 % af de identificerede start codon er andre AUG varianter end CUG. Det 
betyder at der altid sker translation ved CUG som start codon i nogle typer af celler, i dette 
tilfælde i HEK celler. Dette understøttes af Schwab et al. (2004) der konkluderer at visse 
ribosomer udelukkende skanner for CUG start codon.  
Meiron et al. (2001) undersøger 5’UTR fra VEGF gennem studier af GST, hvor denne 
5’UTR bliver klonet til GST. Ved at stresse celler med iltmangel, ses ingen nedregulering 
af translationsinitiering fra AUG, hvilket kan skyldes tilstedeværelsen af IRES elementerne 
(Figur 11). IRES elementer er nukleotidfrekvenser, der muliggør scanning uafhængig af 5’ 
cap. I VEGF’s 5’UTR befinder sig to IRES elementer, det ene er lokaliseret opstrøms af 
CUG1, mens det andet IRES element er placeret opstrøms af AUG (Figur 11). Da der 
sidder et IRES element lige før AUG start codonet, modvirker dette nedreguleringen af 
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translationsinitiering fra dette start codon, fordi AUG start codonet bliver lettere 
tilgængeligt. 
 
Meiron et al. (2001) viser, at der ikke reguleres i mængden af protein for 
translationsinitiering ved AUG eller CUG, hvilket er i direkte modstrid med konklusionen fra 
Schwab et al. (2004) og Starck et al. (2012). Det kan muligvis forklares ved IRES 
elementerne, anvendt under forsøgene foretaget af Meiron et al. (2001). IRES elementer 
er ifølge Meiron et al. (2001) en mulig faktor til, at cellestress ikke påvirker 
initieringsstedet. Sammenholdt med, at translationsinitiering fra AUG start codon 
nedreguleres, i forhold til eksempelvis translationsinitieringen fra CUG start codon under 
stress, kan IRES elementer være en mulig faktor for stabilisering af cellens egen 
proteinsammensætning. 
Kozak sekvenser styrker bindingen for et AUG-translationsinitieringskomplekt. Der er ikke 
enighed om, hvilken optimal sekvenskontekst CUG start codonet skal befinde sig i, for at 
initiere translation. Schwab et al. (2004) fandt den optimale kontekst for et CUG codon til 
at være TCCACCcugG, hvilket vil sige forskellig fra Németh et al. (2007), der fandt 
GCGGGCcugG. 
 
Meiron et al. (2001) viste at flere start codons på samme mRNA påvirker hinanden. De 
anvendte et plasmid med flere CUG start codons (Figur 11) og ved fjernelse af CUG2 
forsvandt ekspressionen fra CUG1 også. Dette betyder at et start codons tilstedeværelse 
har effekt på andre potentielle start codons. 
Lee et al. (2012) viser, at det samme mRNA kan indeholde flere forskellige typer af start 
codons, eksempelvis både AUG og CUG. Németh et al. (2007) finder, at det samme gen 
(PRSS3) kan translateres til 2 forskellige isotyper af trypsinogen 4, initieret henholdsvis fra 
AUG og CUG som start codon. Det er cellens indre miljø, der afgør hvilket start codon, der 
anvendes. Cellens miljø påvirkes in vivo eksempelvis af heat shock, virus, 
aminosyremangel, redoxpotentielle ændringer og iltmangel. Litteraturen anvendt i dette 
review stressede celler på følgende måde: Schwab et al. (2004): T-celler stresses med 
NaAs. Meiron et al. (2001): Stresser vaskulær endothel celler ved iltmangel. Starck et al. 
(2012): Stresser T-celler med NSC119893 og Acriflavine. Vagner et al. (1996):Stresser 
hud fibroblaster ved heat shock og xanthine oxidase.  
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I disse artikler stresses cellerne mere end det tarmepitelceller forventes at blive udsat for 
under normale fysiologiske forhold. Der udøves blandt andet heat shock ved 60 ºC og total 
iltmangel. Det er ikke sandsynligt, at tarmepitelet udsættes hverken for 60 ºC, eller for total 
iltmangel. Feber kan muligvis inducere ER stress, svarende til heat shock. Det er dog 
mere sandsynligt, at eksempelvis mikrobiel metabolisme i tarmlumen kan inducere ER 
stress i tarmepitel cellerne.  
Det kan være essentielt for cellerne at kunne translationsinitiere fra alternative start 
codons. Eksempelvis bliver cellen stresset under virus infektion. Ved stress fosforyleres 
eIF2α, og dermed nedreguleres translationsinitiering fra AUG. Dette kan måske forhindre 
translation af viralt RNA, såfremt det virale RNA er afhængig af translationsinitiering fra 
AUG. Samtidig er cellen nødt til at sikre sin egen overlevelse. Eksempelvis skal cellen 
stadig også være i stand til at præsentere antigene polypeptider, via MHC klasse I, til 
aktivering af det adaptive immunforsvar. Langvarig cellulær stress fører til apoptose og 
dermed elimineres virus også. Denne hypotese styrkes af Stark et al. (2012), som skriver, 
at non-AUG initierede ORFs generer MHC I under viral infektion. Udover 
antigenpræsentation kan det være hensigtsmæssigt for cellen ikke at inhibere 
translationen af eksempelvis chaperoner, da de indgår i UPR. 
På baggrund af Lee et al. (2012) og Vagner et al. (1996) konkluderes, at samme kodende 
mRNA kan producere proteiner initieret med forskellige start codon. Da disse start codon 
resulterer i translation, som leder til forskellige proteiner, kan det enkelte mRNA danne 
ophav til forskellige proteiner. Lee et al. (2012) finder desuden at CUG start codon er 
relativt mere udtrykt som opstrøms start codon end som annoteret eller nedstrøms start 
codon. Det kan måske have vigtige evolutionære fordele i forhold til anvendelsen af disse 
start codon under stress. 
Hvis proteinsyntesen initieres fra et CUG frem for et AUG codon kan det bevirke 
manglende egenskaber eller defekter i cellen. Det er konkluderet af Vagner et al. (1996), i 
forhold til FGF2s fire isoformer. Dette kan relateres til hypotesen om variant CDX2 (Figur 
19), hvor varianten ikke har samme egenskab som CDX2.  Eksempelvis kan det protein, 
som er translationsinitieret fra CUG, ikke binde korrekt hvor det skal, men mangle en aktiv 
egenskab og derved fungere som repressor (inhibitor) for det funktionsdygtige protein 
CDX2.  
ER stress kan induceres af inflammation, som er kendetegnende hos patienter med IBD. 
Ved aktivitet i sygdommen fastholdes tarmepitelet i en inflammeret tilstand, hvilket bevirker 
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at eksempelvis goblet og paneth celler ikke prolifereres og differentieres. Det er vist, at 
CDX2 er et gen, der har betydning for differentieringen af epitelceller, og er en 
medvirkende årsag til, at tarmepitelet fastholdes i den hæmmede tilstand. Der er fundet en 
variant af CDX2, der er udtrykt fra en alternativ promotor. Varianten af CDX2 kan være 
opreguleret på grund af respons via UPR signaleringsvejen, der medfører fosforylering af 
eIF2, som følgevirkning på ER stress i epitelcellerne.  
 
Konklusion 
Ved aktiv IBD, er de intestinale epitelceller i et inflammeret stadie. Ved inflammation i 
tarmepitelet vil der forekomme ER stress, og UPR aktiveres. Når UPR aktiveres sker en 
fosforylering af eIF2α. Dette fører til inhibering af translationsinitiering fra AUG, og øger 
frekvensen af translationsinitiering fra CUG. Der er flere studier der viser sammenhæng 
mellem translationsinitiering fra non-AUG og ER stress.  
CDX2 er nedreguleret ved IBD, mens den fundne isoform vCDX2, der er udtrykt fra en 
alternativ promotor er opreguleret ved IBD. Det formodes at vCDX2 translationsinitierer fra 
CUG, og derfor er vCDX2 på mRNA niveau udtrykt i højere grad under ER stress.  
Vi konkluderer, at det er sandsynligt, at IBD patienter har epitelceller der under ER stress, 
translationsinitierer i højere grad fra CUG.  
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Perspektivering 
Vores studie har givet en sammenhæng mellem ER stress og IBD, samt en forbindelse 
mellem ER stress og ændring af start codon. Dog mangler der beviser for direkte 
sammenhænge mellem IBD og ændring af start codon. 
Translationsinitiering fra non-AUG start codon sker naturligt og ikke kun under stressede 
forhold. Det kunne være interessant at undersøge, hvad der er kendetegnende for et IRES 
element. Består det af et start codon, og en længere sekvens svarende til kozak 
sekvensen, og hvordan reguleres translationsinitieringen af disse IRES elementer? 
Fremadrettet vil det yderligere være relevant at undersøge, om celler udsat for stress vil 
øge deres syntese af vCDX2. Adolph et al. 2013 konkluderer, at genetisk og miljømæssig 
kontrol af UPR funktioner i paneth celler, kan være årsagen til udviklingen af intestinal 
inflammation. Herunder sletning af XBP1, der specielt i paneth celler resulterer i udløst ER 
stress. Det kunne være interessant at isolere paneth celler, klone dem og vurdere CDX2 
syntesen hos raske kontra IBD patienter. Kan paneth cellerne stresses, så der sker 
ændringer i syntesen af CDX2 og vCDX2? I hvilken grad, og hvilke komponenter/ 
stressfaktorer, der kunne have indflydelse, kunne være interessant at undersøge.  
Om det er hensigtsmæssigt for epitelcellen, at ændre syntesen af CDX2 og vCDX2 ved 
inflammation er endnu uvist. I denne forbindelse, vil det være nødvendigt at undersøge 
hvilket target vCDX2 har. Fungerer den også som transkriptionsfaktor for en endnu ukendt 
promotor, eller har den en anden funktion.  
Med behandling for øjemed, kunne det være interessant at defosforylere eIF2 specifikt i 
tarmepitelet, således at cellen bliver fuldt differentieret og derved har større mulighed for, 
at opretholde barriere funktionen. Yderligere kunne det være interessant, at undersøge om 
man kan hæmme vCDX2 eller hæmme betydningen af dennes tilstedeværelse.  
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Forkortelsesliste 
ATF6 Activating Transcription Factor 6  
APC Antigen Præsenterende Celle  
BiP Immunglobulin heavy-chain-Binding Protein (=HSPA5=grp78) 
CDX2 Caudal-related homeobox transcription factor 2 
CD Morbus Crohn  
CLDN2 Claudin-2 
ER Endoplasmatisk retikulum (rER – ru ER) (sER – glat ER) 
ERAD ER-associated degradation 
eIF2 Eukaryote Initieringsfaktor 2 
eIF2B Guanin releasing protein 
eIF2α Eukaryote Initieringsfaktor 2 – alfa unit 
eIF2β Eukaryote Initieringsfaktor 2 – beta unit 
FGF2 Fibroblast Growth Faktor 2  
grp78 glukose reguleret protein  
H2-Kb APC  
HC Healthy Control 
HEK Human Embryo Kidney 
HNF4-α Hepatocyte nuclear factor 4 alfa. 
HSPA5 Heat Shock Protein 5 
IBD Inflammatory Bowel Disease/Inflammatorisk tarm sygdom 
IRES Internal Ribosome Entry Site 
IRE1 Inositol Requiring Enzyme l  
Leu Leucin 
MDP Muramyl Dipeptid 
Met Methionin  
MEP1A Mephrin 1A 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MUC2 Mucin 
NOD2 Nucleotide-binding Oligomerization Domaincontaining 2 
NF-kB Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells   
ORF Open Reading Frame 
PABP Poly-A binding protein 
PERK Pancreatic ER Kinase  
PEPT1 Peptide Transporter 
PDIA4 Del af stort charperone multiprotein 
PRSS3 Protease Serine 3 
SiRNA Small interfering RNA 
SK-HEP-1 human cell linie of endothelial origin 
TIS Translations Initierings Sted 
UC Colitis Ulcerosa  
UPR Unfolded Protein Respons 
UTR Untranslated Region 
VEGF  Vascular endothelial growth factor 
XBP1 X-box-binding protein 1  
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